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摘要 :【 目 的] 研究 氛 化 钠 (NaF) 对 鳞 翅 目 模式 生物 家 蚕 Bombyx mori 精 呈 和 卵巢 组 织 的 形态 结构 
以 及 抗 氧化 酶 活性 及 其 基因 mRNA 表达 的 影响 , 旨 在 探讨 NaF 对 昆虫 的 生殖 腺 损伤 及 其 机 理 。 
【方法 ] 给 家 看 幼虫 添 食 不 同 浓度 NaF 溶液 (0, 25, 50, 100, 200 mg/L) 浸泡 过 的 桑 叶 ， 调查 不 同性 
别家 看 5 龄 幼虫 生殖 腺 中 脂 质 过 氧化 物 丙 二 醛 (MDA ) 的 含量 , 超 氧 化 物 歧化 酶 (SOD) 、 过 氧化 氨 
酶 (CAT) 和 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (GSH-Px) 的 活性 及 其 基因 转录 表达 水 平 的 变化 ,并 通过 石蜡 切 
片 .HE 染色 技术 观察 了 生殖 腺 结构 变化 情况 。【 结果 】 与 对 照 组 相 比 , NaF 对 肉 雄 家 看 MDA 含量 
均 具 有 浓度 -效应 关系 ,MDA 含量 随 NaF 添 食 浓度 的 升 高 而 增加 。 随 着 NaF 添 食 浓 度 的 增加 ,SOD 
和 CAT 活性 都 表现 为 先 升 高 后 降低 的 变化 趋势 ,但 均 高 于 对 照 组 。Pearson 相关 性 分 析 显 示 ,SOD 
和 CAT 酶 活性 变化 有 显著 相关 性 ( 雄 : R=0.865,P =0.000; 肉 ; R=0.766,P =0.001), 肉 雄 CAT 
酶 活性 与 其 基因 mRNA 表达 水 平 也 具有 正 相 关 性 。 雌 雄 家 乔 生 殖 腺 中 GSH-Px 活性 随 着 NaF 添 食 
浓度 的 升 高 而 增加 ,显示 浓度 -效应 关系 ,其 酶 活性 与 gsh-px 的 mRNA 水 平 的 表达 具有 显著 相关 性 
不 同性 别家 自在 添 食 NaF 后 ,雄性 的 抗 氧化 酶 活性 变化 较 肉 性 更 为 敏感 。HE 染色 观察 到 雌雄 生 
殖 腺 的 形态 结构 发 生变 化 ,表现 为 形态 畸形 ,细胞 内 空 泡 增 大 ， ee 且 伴随 着 
NaF 添 食 浓度 的 增加 ,生殖 腺 损伤 越 严重 。【 结论 】 家 蚕 幼虫 添 食 NaF 不 仅 引 起 其 肉 雄 生殖 腺 的 结 
构 发 生 改 变 , 而 且 还 导致 其 生殖 腺 中 的 抗 氧化 酶 活性 及 其 基因 mRNA 转录 水 平 发 生变 化 。 
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silkworm, Bombyx mori 
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Abstract: [Aim) To explore the mechanisms of the NaF injury to the gonad of the lepidopteran model 
insect - the silkworm, Bombyx mori, we studied the effects of NaF on the testis and ovarian tissue 
structure ，and the antioxidant enzyme activities and their gene expression in the silkworm.【 Methods] B. 
mori larvae were fed with mulberry leaves soaked in different concentrations of NaF solution (0, 25, 50, 
100 and 200 mg/L). The malondialdehyde (MDA ) content, and the activities of superoxide dismutase 
(SOD ) catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) and their corresponding mRNA levels in 
the gonad of the Sth instar larvae of both sexes were evaluated ，and the change in the anatomical structure 
of gonad was observed by paraffin section and Hematoxylin-Eosin (H&E) staining technique. [Results] 


The MDA contents in male and female larvae fed with mulberry leaves soaked in different concentrations of 
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NaF solution significantly changed in a concentration-dependent manner, increasing with the NaF 
concentration, as compared with those in the control group. The activities of both SOD and CAT 
increased in B. mori larvae fed with mulberry leaves soaked in low dose of NaF, but successively 
decreased after high dose of NaF was added; the activities in the treatment groups, however, were still 
higher than those in the control group. According to the analysis of Pearson correlation, the SOD activity 
was positively correlated with the CAT activity (male: R=0.865, P=0.000; female: R=0.766, P= 
0.001), and the CAT activity had an obvious correlation with its mRNA level. The GSH-Px activities in 
gonads of male and female larvae changed in a concentration-dependent manner, increasing with the NaF 
exposure concentration, and the changes in GSH-Px activity showed a positive correlation with its mRNA 
level. The changes in the antioxidant enzyme activities in male larvae were more responsive than those in 
female larvae when they were fed with mulberry leaves soaked in NaF solution. Changes in the structure 
of gonads of male and female larvae were observed by using H&E staining. Such phenomena as abnormal 
morphology, enlarged cell vacuoles and relative less reproductive cells were observed. With the increase 
of NaF concentration, gonads were more seriously damaged. [Conclusion)] NaF in mulberry leaves fed by 
B. mori larvae not only causes changes in gonadal structure of its male and female larvae, but also results 
in changes in the antioxidant enzyme activities and their mRNA transcriptional level in larval gonads. 
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mRNA expression 


气 作 为 机 体 生命 活动 必需 的 微量 元 素 之 一 ,在 
自然 界 中 广泛 存在 , 它 具有 多 方面 的 生理 作用 ( 关 
丽 萍 和 李 术 ,2008 ) 。 但 如 果 机 体 长 期 摄 入 过 量 的 
氟 ,导致 所 在 体内 蓄积 ,就 会 引发 多 重 健康 问题 ( 周 
健 和 杨 惠 芳 , 2008 ) 。Newbrun( 1996 ) 研究 发 现 氛 中 
毒 能 对 人 体 消 化 .呼吸 .生殖 等 系统 造成 损伤 作用 。 
相关 研究 表明 ,过 量 的 氟 与 不 孕 不 育 有 着 一 定 的 关 





























强 ( 陈 志 伟 ，1987; Miao et al.，2004 ) 。 林 建 荣 等 
(1994) 人 研究 发 现 气 中 毒 后 家 看 血液 淋巴 中 的 谷 - 丙 
转氨酶 活性 大 幅度 下 降 。 吕 顺 霖 等 (2002 ) 发 现 家 
乔 气 中 毒 后 血 淋 巴 中 的 GSH-Px 活性 显著 增强 。 家 
春 在 氢 中 毒 后 血液 中 的 酸性 磷酸 酯 酶 活性 也 会 显著 
降低 (Chen et al., 2005 ) 。 肖 龙 云 等 (2010 ) 研究 发 
现 , 氟 中 毒 后 血 淋 巴 中 的 MDA 含量 平均 比 正常 升 









































联 (Park et al., 2001; Fisher et al., 2006) , 气 化 钠 通 











高 了 83. 77% , CSH 浓度 平均 比 正常 家 看 下 降 了 





过 诱导 氧化 应 激 从 而 对 雄性 生殖 系统 造成 损害 作用 
( Rabinowitch ,1945 ) ,包括 破坏 尝 丸 结构 丧失 精子 
的 受精 能 力 等 (Muriale et al., 1996) , 气 会 突破 大 鼠 
界 丸 的 血 - 举 屏 障 ,并 对 举 九 的 生 精 功能 和 支持 细胞 
的 功能 产生 负面 影响 (孙子 龙 等 , 2012) 。 氟 化 物 能 
导致 大 鼠 学 丸 内 氧化 系统 与 抗 氧 化 系统 失衡 ,造成 
生殖 细胞 受 损 ( Altmtas et al., 2010; 肖 跃 海 等 ， 
2011) 。 对 于 雌性 生殖 系统 , 氟 能 抑制 卵泡 成 熟 或 
直接 损伤 卵 和 偶 和 子宫 结构 ,造成 生殖 功能 障碍 
(Zhou et al., 2013) ;Guney 等 (2007 ) 研究 发 现 所 能 
过 氧化 应 激 诱导 子宫 内 膜 损伤 造成 生殖 毒性 。 氟 
对 雌性 小 鼠 氧 化 系统 与 抗 氧 化 系统 损伤 的 研究 结果 
表明 , 染 气 后 血清 中 MDA 水 平 显著 升 高 ,SOD 活力 
下 降 , 提示 生殖 细胞 存在 氧化 应 激 损伤 ( 唐 勇 等 ， 
2011 )。 

家 和 蛋 Bombyx mori 是 重要 的 鳞 翅 目 模 式 昆 虫 ， 
有 关 气 化 物 对 家 看 的 生理 生化 研究 已 经 有 大 量 的 报 
道 。 家 在 在 添 食 NaF 后 ,血液 中 的 CAT 活性 显著 增 
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47.81% ,GSH-Px 和 GST 平均 活性 分 别 比 正常 家 等 
升 高 63.49% 和 39.22% 。 米 智 等 (2013 ) 研究 发 现 ， 
气 中 毒 后 家 看 中 上 肠 凑 酸 酯 酶 活性 较 对 照 有 一 定 的 升 
高 ,而 对 全 酯 酶 活性 影响 不 大 。 但 这 些 研 究 主要 集 
中 在 气 化 物 对 家 鼻血 液 及 中 上 肠 等 的 影响 ,而 关于 所 
化 物 对 家 春生 殖 腺 的 相关 研究 未 见报 道 。 本 研究 选 
用 家 和 看 来 研究 氛 化 物 对 无 脊椎 动物 的 生殖 毒性 , 利 
用 组 织 切片 技术 观察 氢化 物 对 家 看 生殖 腺 结构 发 育 
的 影响 ,并 对 家 春生 殖 腺 MDA 含量 以 及 SOD, CAT 
和 GSH-Px 的 分 子 毒 理 效应 进行 研究 ,探讨 氟 暴 露 
下 对 家 春 的 生殖 毒害 ,从 生理 生化 水 平 阐明 气 化 物 
对 家 看 的 毒 理 机 制 , 为 评价 氢 对 陆 生 昆虫 的 生殖 毒 
性 影响 提供 相关 的 理论 基础 。 





















































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 
家 看 品种 选用 具有 限 性 斑纹 的 限 2 品种 ,以 方 
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便 状 别 肉 雄 , 由 西南 大 学 生物 技术 学 院 家 看 遗传 育 
种 实验 室 提供 。 春 种 收 蚁 后 ,1 -3 龄 幼虫 正常 饲 
养 ,25% 恒温 ,相对 湿度 75%+5% ,人 工 气候 箱 光 周 
期 12L: 12D。 每 天 喂养 3 次 新 鲜 桑 叶 。 
1.2 供 试 昆虫 处 理 及 样品 的 制备 

以 NaF( 分 析 纯 , 成 都 市 科 龙 化 工 试剂 三 ) 作 为 
气 源 ,在 实验 前 用 去 离子 水 配 成 1 000 mg/L 的 母液 
备用 。 实 验 分 为 5 个 实验 区 (包括 空白 对 照 ) : 即 
NaF 浓度 为 0, 25, 50，100 和 200 mg/L 的 溶液 分 
别 浸泡 桑 叶 15 min, 自然 晾 干 ,并 取样 测定 桑 叶 中 的 
实际 含 气量 ,分 别 为 12. 82, 33.95,67.75, 112. 83 
和 208.42 mg/kg。 从 4 龄 起 开始 ,挑选 个 头 差不多 ， 
发 育 较为 整齐 的 看 进行 分 区 饲养 ,各 区 均 设 3 个 重 
复 组 ,每 组 50 头 奏 ,分 别 添 食 不 同 浓度 的 NaF 溶液 
浸泡 过 的 桑 叶 。 至 5 龄 第 6 天 ,每 组 随机 取 家 和 春 幼 
虫 30 头 , 冰 浴 条 件 下 解剖 获取 生殖 腺 ,每 组 按 10 个 
惟 、 雄 性 腺 各 分 装 为 一 管 , 即 每 区 3 个 重复 组 ,每 组 
可 分 别 获得 10 个 上 肉 卵 梨 、 雄 举 丸 的 生殖 腺 样品 各 1 
管 以 上 。 取 得 的 生殖 腺 一 部 分 置 于 4% 的 多 聚 甲 醛 
中 国定 ,用 于 组 织 切片 ; 另 一 部 分 立即 液 氮 速 冻 , 置 
于 -80% 保存 备用 ,用 于 总 RNA 的 提取 和 酶 活性 的 
测定 。 试 验 中 各 浓度 组 样品 均 取 3 个 重复 样 。 
1.3 ”家蚕 生殖 腺 的 组 织 形态 学 观察 

解剖 取得 的 生殖 腺 在 4% 的 多 聚 甲醛 中 国定 24 
h 后 ,经 乙醇 逐 级 脱水 ,二 甲 茶 透明 ,石蜡 包 埋 ,做 连 
续 切 片 ,切片 厚度 为 5 pm, 切 好 的 片子 放 入 37C 烘 
箱 烘 干 。 再 将 片子 进行 二 甲 茶 脱 蜡 ,用 苏 木 精 - 伊 红 
(HE) 染 色 , 中 性 树胶 封 片 , Nikon80i 显微镜 (尼康 
SMZ 25 ,日 本 ) 观 察 、 拍 照 。 
1.4 ”蛋白 含量 及 酶 活性 的 测定 

取 解 剖 得 到 的 上 肉 、 雄 生殖 腺 分 别 按 1:9 (m/v) 
加 入 预 冷 的 0. 86% 的 生理 盐水 , 冰 浴 条 件 下 制 成 
10% 的 组 织 匀 浆液 ,4%C 下 2 500 r/min 离心 15 min ， 
取 上 清 液 于 4% 保存 备用 。 采 用 考 马 斯 亮 兰 比 色 法 
测定 总 蛋白 质 含量 ;采用 硫 代 巴 比 妥 酸 (TBA ) 法 测 
定 MDA 含量 ;采用 黄 味 叭 氧化 酶 法 测定 SOD 活性 ; 
采用 可 见 光 法 测定 CAT 活性 ;采用 二 硫 代 硝 基 茶 甲 
酸 (DTNB) 显 色 法 测定 GSH-Px 活性 。 以 上 总 蛋白 、 
MDA 和 各 酶 活 测定 的 均 采 用 南京 建成 生物 工程 研 
究 所 的 试剂 盒 进行 。 各 浓度 组 测定 均 做 3 个 生物 学 
重复 ,最 后 取 其 平均 值 。 
1.5 总 RNA 的 提取 及 逆转 录 反 应 

取 家 看 生殖 腺 在 研 钵 中 添加 液 氮 充 分 研磨 , 然 
后 用 Trizol 试剂 ( TaKaRa, 大 连 ) ,按说 明 书 方法 提 



























































































































































取 总 RNA。 提 取 的 各 样品 总 RNA 样品 用 核酸 分 析 
仪 测定 其 浓度 和 1% 的 琼脂 糖 电 泳 检 测 其 完整 性 
后 , -80C 保 存 备 用 。 根 据 各 样品 RNA 浓度 定量 ， 
采用 M-MLV 反 转 录 酶 (TaKaRa, 大 连 ) 反 转录 合成 
cDNA 第 一 链 , -20Y 保存 备用 。 
1.6 实时 菊 光 定量 PCR 检测 

采用 相对 定量 法 实时 欧 光 定量 PCR (real-time 
PCR ) 检测 各 样品 中 sod, cat 和 gsh-px 基因 的 mRNA 
转录 水 平 ,以 管家 基因 actin3 作为 内 参 。 实 验 所 用 
引物 用 Primer Premier 5.0 软件 设计 ( 表 1) ,并 送 于 
南京 金 斯 瑞 工 生物 工程 有 限 公司 合成 。 

Real-time PCR 采用 SYBR® Premix Ex Tag 
( Perfect Real Time ) 试剂 盒 (TaKaRa ,大连 )。 反 应 
体系 为 20 pL,PCR 程序 : 95Y 预 变性 3 min ,随后 的 
35 个 循环 包括 95%C 变性 30 s,55% 退火 45 s,72°C 
延伸 30 s。 每 个 浓度 样品 做 3 个 重复 。 基 因 的 表达 
水 平 用 相对 定量 的 方法 ,采用 2 六" 法 计算 (Livak 
and Schmittgen ，2001; Li et al.,2012 ) ,并 利用 统计 
学 软件 进行 单 因素 方差 分 析 。 
1.7 数据 处 理 

数据 采用 EXCEL 和 SPSS17.0 软件 进行 处 理 分 
析 。 实 验 组 与 对 照 组 之 间 的 差异 采用 Tukey 氏 检 验 
进行 多 重 比较 ,以 已 <0. 05 为 差异 显著 ,P <0.01 为 
差异 极 显著 。 结 果 用 平均 值 上 标准 差 (SD ) 表示 。 
Pearson 相关 性 用 来 分 析 酶 活性 与 其 相应 mRNA 表 
达 水 平 的 关系 。 


表 1 家 乔 抗 氧化 相关 基因 表达 分 析 所 用 引物 序列 


Table 1 Primers used in the expression analysis of 



































antioxidant genes in Bombyx mori 




















基因 名 称 引物 序列 (5 -3') 产物 大 小 (bp ) 
Gene name Primer sequence Product size 
3 Fi: CTGCGTCTGGACTTGGC jg 
i R: CGAGGGAGCTGCTGGAT 
' F: GTACAGCAGAACTGGGACCACC 
x R: GGCTTGACTAAGGGTAAACACG 
, F: TGAATAAACGCAGCAGCATC oD 
2 R: AACTTCTCCCAAGCGACAGC 
F: GACGGAAGCGGAACAACG 
gsh-px 117 
R: AGTGGCAACGCCGGTGGA 
2 结果 


2.1 NaF 对 家 和 大 生殖 腺 组 织 形态 的 影响 
HE 染色 能 将 细胞 核 染 为 蓝 紫 色 , 细胞 质 染 成 
粉红 色 。NaF 对 家 和 在 睾丸 组 织 结构 的 影响 如 图 1 所 
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示 , 对 照 组 (图 1: A) 中 界 丸 外 膜 细胞 结构 完整 , 举 
丸 内 腊 向 内 延伸 形成 3 片 隔膜 ,将 精 桌 分 成 4 个 较 
为 均一 的 界 九 胞 ,每 个 粤 九 胞 中 细胞 排列 整齐 ,各 学 
丸 胞 间 的 界限 也 较 明显 。 与 对 照 组 相 比 (图 1: B ~ 
E) , 随 着 NaF 处 理 浓 度 的 增加 ,整个 精 烛 的 外 形 发 
生 了 较 大 的 变化 , 胞 间 的 隔 腊 出现 消失 , 变 为 大 小 不 
均一 的 2 个 或 3 个 学 丸 胞 。 在 100 mg/L 和 200 mg/ 
L 的 较 高 浓度 下 ,NaF 对 墨 丸 形 态 结构 的 影响 更 为 
明显 。 进 一 步 观察 NaF 处 理 后 的 精 集 超 微 结构 ( 图 





(= 92 


2 本, Vs 
0 mg/L NaF 25 mg/L NaF 





50 mg/L NaF 


胞 排列 散乱 ,细胞 间 的 间 际 增 大 ,出 现 空 泡 。 

卵巢 的 组 织 学 切片 如 图 2 所 示 , 未 经 处 理 的 
(图 2: A) 卵 莫 中 的 卵细胞 排列 较为 整齐 , 且 均 匀 
分 布 于 卵 梨 中 。 经 过 NaF 处 理 后 (图 2: B ~ 下 )， 
卵 梨 的 形态 发 生 了 明显 改变 ,外 膜 处 出 现 缺 口 或 
种 陷 ,卵细胞 分 布 不 均一 。 近 一 步 观 察 NaF 处 理 
后 的 精 梨 超 微 结 构 ( 图 2: A-l ~E-l ) , 随 着 NaF 浓 
度 的 增 大 ,卵巢 中 细胞 数目 出 现 相 对 减少 ,细胞 间 
出 现 空 泡 。 





100 mg/L NaF 


图 1 添 食 不 同 浓度 NaF 后 家 不 5 龄 幼虫 精 集 的 组 织 切片 (HE 染色 ) 
Fig. 1 Testis tissue sections of the Sth instar larvae of Bombyx mori fed with different concentrations of NaF ( H&E staining) 


实 线 币 头 指 的 是 精 原 细胞 ,虚线 箭头 指 的 是 符 九 胞 间 的 隔膜 , 星 号 表示 是 空 泡 的 形成 。The solid arrows indicate spermatogonia, the dotted arrows 





indicate septa between of the testes, and the asterisk indicates vacuolation. 





25 mg/L NaF 


50 mg/L NaF 100 mg/L NaF 





200 mg/L NaF 


图 2 添 食 不 同 浓度 NaF 后 家 看 5 龄 幼虫 卵巢 的 组 织 切 片 (HE 染色 ) 
Fig. 2 Ovarian tissue sections of the $th instar larvae of Bombyx mori fed with different concentrations of NaF (H&E staining) 


实 线 箭头 指 的 是 卵 母 细 胞 ,虚线 箭头 指 的 是 卵细胞 , 星 号 表示 是 空 泡 的 形成 。The solid arrows indicate oocytes, the dotted arrows indicate egg 


cells, and the asterisks indicate vacuolation . 


2.2 ”NaF 对 家 蚕 生殖 腺 中 MDA 含量 的 影响 

MDA 作为 脂 质 过 氧化 代谢 产物 ,同时 也 是 细胞 
氧化 损伤 的 一 个 重要 检测 指标 。 从 图 3 可 以 看 出 ， 
正常 家 春生 殖 腺 中 MDA 含量 为 2. 452 ~ 3. 451 
nmol/mg pro, 表 明正 常 家 看 体内 也 存在 一 定 的 脂 质 
过 氧化 作用 。 幼 虫 添 食 NaF 浸泡 的 桑 叶 后 ,家 看 生 
殖 腺 中 的 MDA 含量 随 NaF 浓度 的 增加 呈现 逐步 升 








高 的 趋势 ,有 浓度 -效应 关系 ,上 升 了 126. 2% ~ 
266.5% ,可 见 氟 蝴 露 后 家 和 春生 殖 腺 中 脂 质 过 氧化 作 
用 强度 增加 。 雌 雄 家 和 蛋 的 表现 较为 相似 ,在 50 mg/ 
L NaF 添 食 组 脂 质 过 氧化 与 对 照 组 相 比 开始 有 显著 
性 差异 (P<0.05), 而 100 和 200 mg/L NaF 添 食 组 
相 比 对 照 组 都 存在 差异 极其 显著 (P<0.01)。 
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图 3 Na 对 家 看 5 龄 幼虫 生殖 腺 MDA 含量 的 影响 
Fig. 3 Effects of NaF on MDA content in the gonad of 
the Sth instar larvae of Bombyx mori 
星 号 所 指 的 是 与 对 照 值 有 显著 性 差异 ( 单 因素 方差 分 析 ,“ 忆 <0. 05， 
™ P<0.01), Values that are significantly different from the control are 

indicated by asterisks (one-way ANOVA, * P<0.05, ™ P<0.01). 


2.3 ”NaF 对 家 和 看 生殖 腺 中 SOD 酶 活性 及 其 mRNA 
表达 的 影响 

添 食 NaF 后 ,家 得 幼虫 生殖 腺 中 SOD 酶 活力 相 
比 对 照 组 都 呈 显 著 性 的 升 高 趋势 (图 4: A) ,表明 在 
生殖 腺 中 为 抵抗 NaF 的 胁迫 而 提高 清除 自由 基 的 
能 力 。 雄 看 在 25 mg/L NaF 添 食 组 中 SOD 酶 活力 
相 比 对 照 组 开始 有 显著 性 差异 (P<0.05), 在 50 ~ 
100 mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 差异 极其 显著 (P < 
0.01) ;而 上 肉 看 在 25 ~50 mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 
组 差异 显著 (P<0.05) ,在 100 mg/L 的 NaF 
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添 食 组 相 比 对 照 才 开始 出 现 极其 显著 的 差异 (P < 
0.01) ,表明 雄性 对 NaF 引起 的 细胞 损伤 比 峻 性 更 
加 敏感 。 然 而 , 随 着 NaF 添 食 浓度 的 升 高 SOD 酶 活 
力 反而 出 现下 降 的 趋势 , 即 在 200 mg/L NaF 添 食 组 
中 ,雌雄 SOD 酶 活力 相 比 对 照 组 有 显著 性 差异 (P < 
0.05) ,这 可 能 是 由 于 SOD 酶 本 身 作 为 底 物 诱导 酶 
的 特性 所 造成 的 ,应 激 条 件 下 超 氧 阴离子 生成 量 开 
始 超过 机 体 的 清除 能 

添 食 NaF 后 ,家 鼻 雌 雄 生 殖 腺 中 sod 基因 的 
mRNA 水 平 相 比 对 照 组 都 呈现 出 上 升 的 趋势 (图 4: 
B)。 雄 看 在 25 ~50 mg/L NaF 添 食 组 中 sod 基因 的 
mRNA 水 平 相 比 对 照 组 无 显著 性 差异 (P >0.05)， 
在 100 ~200 mg/L NaF 添 食 相 比 对 照 差异 极其 显著 
(P<0.01) ;上 肉 乔 在 25 ~100 mg/L NaF 添 食 组 相 比 
对 照 组 无 显著 性 差异 (P >0.05), 在 200 mg/L NaF 
添 食 组 相 比 对 照 组 差异 显著 (P<0.05)。 因 此 ,NaF 
胁迫 对 家 乔 雄 性 sod 基因 的 mRNA 水 平 影响 较 对 峻 
性 更 大 。Pearson 相关 性 指数 分 析 显 示 SOD 酶 活性 
变化 和 sod 基因 mRNA 水 平 的 表达 不 具 相 关 性 ( 雄 
性 : R=0.41, P=0.129; 雌性 : R =0.044, P= 
0.876) 。SOD 酶 活力 与 其 基因 的 mRNA 水 平 变化 
结果 却 不 一 致 ,提示 家 鼻 在 添 食 氟 化 钠 后 其 SOD 酶 
活性 存在 不 完全 依赖 基因 转录 的 翻译 过 程 和 翻译 后 
和 蛋白质 水 平 的 调控 。 
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图 4 NaF 对 家 条 5 龄 幼虫 生殖 腺 SOD 酶 活性 ( A) 及 其 mRNA 表达 (B) 的 影响 
Fig. 4 Effects of NaF on the SOD activity (A) and mRNA expression (B) in the gonad of the $th instar larvae of Bombyx mori 
以 actin3 为 对 照 。 星 号 所 指 的 是 与 对 照 值 有 显著 性 差异 ( 单 因素 方差 分 析 ,，* P <0.05, “P<0.01)。actin3 was used as the reference. Values 
that are significantly different from the control are indicated by asterisks (one-way ANOVA, *P<0.05, “P<0.01). 图 5 和 6 同 The same for Figs. 
5 and 6. 






































以 看 出 ,经 NaF 暴露 后 ,家 乔 幼 虫 生殖 腺 中 CAT 酶 
活力 相 比 对 照 组 都 呈现 出 升 高 的 趋势 。 雄 乔 在 25 
mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 开 始 有 显著 性 差异 (P < 
0.05) ,而 肉 乔 在 25 mg/L 的 NaF 添 食 组 相 比 对 照 
组 有 所 上 升 ,但 无 显著 性 差异 (P >0.05) ,在 50 ~ 
100 mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 组 差异 都 极其 显著 


2.4 NaF 对 家 和 看 生殖 腺 中 CAT 酶 活性 及 其 
mRNA 表达 的 影响 

SOD 的 主要 功能 是 将 超 氧 阴 离子 自由 基 转 化 
为 了 0; ,而 CAT 可 继续 分 解 H,0, ,通过 降低 体内 
H,0, 的 浓度 ,达到 清除 自由 基 的 作用 ,SOD 和 CAT 
构成 了 应 对 外 界 胁迫 的 第 一 道 防线 。 从 图 5(A) 可 
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(P<0.01); 更 进一步 表明 雄性 对 添 食 NaF 后 引起 
的 细胞 损伤 比 肉 性 更 加 敏感 。 与 SOD 酶 活力 变化 
相似 ,在 200 mg/L 高 浓度 NaF 添 食 组 雌雄 CAT 酶 
活力 都 出 现下 降 的 趋势 ,但 与 对 照 组 相 比 仍 具 有 显 
著 性 上 升 的 趋势 (P < 0. 05 ) ,进一步 表明 添 食 高 浓 
度 NaF 后 机 体 自由 基 的 增加 开始 超出 SOD 和 CAT 
酶 的 清除 能 力 。Pearson 相关 性 分 析 显 示 SOD 和 
CAT 酶 活性 变化 有 显著 相关 性 ( 雄 : R=0. 865, P= 
0.000; 雌 : R=0.766, P=0.001)。 

从 图 5(B) 可 以 看 出 , 随 着 NaF 浓度 的 增加 ， 
上 肉 \ 雄 家 看 生殖 腺 中 cat 基因 的 mRNA 水 平 相 比 对 
照 组 都 呈现 出 上 升 的 趋势 。 雄 性 在 530 mg/L NaF 添 
食 组 相 比 对 照 上 调 了 1.44 倍 (P<0.01) ,在 100 -~ 
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200 mg/L NaF 添 食 组 开始 出 现下 降 的 趋势 ,但 相 比 
对 照 组 仍 有 显著 上 调 (P <0. 05 ) ; 而 雌性 生殖 腺 中 
cat 基因 的 mRNA 水 平 在 25 mg/L 和 200 mg/L NaF 
添 食 组 中 相 比 对 照 组 有 所 上 调 , 但 无 显著 性 差异 
(P>0.05),100 mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 组 上 调 
到 最 大 ,差异 极其 显著 (P<0.01), 在 50 mg/L NaF 
添 食 组 相 比 对 照 组 显著 上 调 (P <0.05)。Pearson 
相关 性 指数 分 析 显 示 CAT 酶 活性 变化 和 cat 基因 
mRNA 水 平 的 表达 在 雄 看 (R =0. 609, P=0.016) 
和 雌 看 (R=0.661, P=0.007) 中 都 具有 显著 相关 
性 ,表明 添 食 NaF 后 CAT 酶 活性 变化 和 其 基因 
mRNA 转录 水 平 的 表达 变化 一 致 。 
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图 5 ”NaF 对 家 条 5 龄 幼虫 生殖 腺 CAT 酶 活性 ( A) 及 其 mRNA 表达 (B) 的 影响 
Fig. 5 Effects of NaF on the CAT activity (A) and mRNA expression (B) in the gonad of the $th instar larvae of Bombyx mori 


2.5 NaF 对 家 等 生殖 腺 中 GSH-Px 酶 活性 及 其 
mRNA 转录 水 平 的 影响 

如 图 6(A) 所 示 ,雌雄 生殖 腺 中 GSH-Px 酶 活力 
都 随 着 NaF 添 食 浓 度 的 升 高 而 增加 ,显示 出 浓度 - 效 
应 关系 。 在 25 mg/L 的 低 浓度 下 相 比 对 照 的 GSH- 
Px 酶 活力 有 所 上 升 ,但 无 显著 性 差异 (P >0.05)， 
在 50 mg/L NaF 添 食 组 相 比 对 照 开始 出 现 显 车 性 差 


























示 ,NaF 能 使 得 家 香 生 殖 腺 中 的 过 氧化 作用 明显 增 
强 , 幼 虫 通 过 提高 生殖 腺 中 CSHPx 酶 活性 来 发 挥 解 
毒 功能 。 

进一步 调查 家 乍 生殖 腺 中 gsh-px 基因 mRNA 
转录 水 平 的 变化 ,结果 如 图 6(B)。 添 食 NaF 后 , 雌 
雄 家 看 gsh-px 基因 mRNA 转录 水 平 相 比 对 照 组 都 
上 调 表 达 , 显 示 出 浓度 -效应 关系 。 在 25 mg/L NaF 








异 (P <0.05) ,而 当 浓 度 升 高 至 100 ~200 mg/L 时 ， 
相 比 对 照 有 极其 显著 的 差异 (P<0.01)。 结 果 显 
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到 6 NaF 对 家 春 5 龄 幼虫 生殖 腺 GSH-Px 酶 活性 (A) 及 其 mRNA 表达 (B) 的 影响 
Fig. 6 Effects of NaF on the GSH-Px activity (A) and mRNA expression (B) in the gonad of the $5th instar larvae of Bombyx mori 

















添 食 组 相 比 对 照 组 具有 显著 性 差异 (P<0.05); 而 
在 50 ~200 mg/L NaF 添 食 相 比 对 照 差异 极其 显 若 
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(P<0.01)。Pearson 相关 性 指数 分 析 显 示 , 添 食 
NaF 后 GSH-Px 酶 活性 变化 和 gsh-px 基因 mRNA 水 
平 的 表达 在 上 肉 雄 家 看 生 殖 腺 中 都 具有 显著 相关 性 
(雄性 : R=0.76, P=0.001; 雌性 :有 尺 =0.781, P= 
0. 001) ,提示 家 看 生殖 腺 中 GSH-Px 蛋白 质 的 合成 
功能 可 能 受到 NaF 的 影响 。 























3 讨论 


3.1 NaF 对 家 和 大 生殖 腺 组 织 形态 的 影响 

过 量 的 气 是 一 种 全 身 性 毒物 ,不 仅 能 对 骨骼 、 牙 
齿 等 组 织造 成 损害 ,而 且 还 能 对 界 九 、 附 睾 和 其 他 生 
殖 器 官 都 具有 毒性 作用 。Chinoy 等 (2006) 用 NaF 
长 时 间 喂 饮 小 鼠 后 , 光 镜 下 观察 到 学 丸 曲 精 管 退化 、 
坏死 ,精子 生成 停止 。 大 鼠 在 长 期 饮用 含 NaF 的 水 
后 ,其 墨 丸 ` 附 学 重量 下 降 并 伴 有 组 织 病理 学 的 改变 
( 稚 留 欣 等 , 2003 ) 。 在 本 研究 中 ,通过 组 织 切片 观 
察 发 现 添 食 NaF 能 使 家 鼻 精 集 细胞 数目 减少 ,这 与 
Kour 和 Singh(1980 ) 报道 的 氟 可 以 影响 蛋白 质 的 代 
谢 活动 ,导致 染 氟 组 小 鼠 精 子 数 量 明显 降低 的 结果 
一 致 。 正 常 家 鼻 精 烛 由 4 个 均一 界 九 胞 组 成 (向 仲 
怀 等 , 2005; Sakai et al., 2016) , 添 食 NaF 后 各 学 九 
胞 的 胞 膜 出 现 消失 ,导致 举 丸 胞 数目 减少 ,使 精 梨 结 
构 发 生 严 重 变化 。 本 研究 中 , 添 食 NaF 能 让 家 和 在 卯 
梨 发 生 畸 形 , 卵 细胞 数目 减少 ,与 邹 文 兵 等 (2014) 在 
昌 镜 下 发 现 大 鼠 染 气 组 卵巢 颗粒 细胞 的 细胞 核 变形 ， 
数目 减少 ,结构 严重 受 损 的 结果 相似 。 本 研究 中 添 氢 
后 的 雌雄 生殖 腺 中 均 出 现 空 泡 ,这 一 现象 与 周 垂 桓 等 
(1997) 和 吕 顺 霖 (1996 ) 等 分 别 对 家 在 气 中 毒 后 的 表 
皮 和 中 肠 的 电子 显微镜 中 观察 的 结果 一 致 。 表 明 气 
化 物 能 对 昆虫 的 雌雄 生殖 腺 也 具有 损害 作用 。 
3.2 NaF 对 家 等 生殖 腺 的 氧化 应 激 反应 

抗 氧化 防御 系统 是 昆虫 抗 逆 机 制 的 一 个 重要 组 
成 部 分 。 当 机 体 暴 露 在 高 气 浓 度 下 , 肝 、 肾 、 肺 、 肠 和 
界 九 等 组 织 就 会 发 生 和 氧化 应 激 , 而 产生 过 多 的 活性 
氧 自由 基 , 而 其 氧化 产物 MDA 的 含量 也 会 相应 升 
高 (Zhou et al., 2013 ) 。 为 保护 细胞 免 受 氧 化 应 激 
的 损伤 ,机 体 中 含有 多 种 酶 清除 活性 氧 以 维持 氧化 
还 原平 衡 ,其 中 最 重要 的 酶 包括 SOD ,CAT 和 GSH- 
Px ( Chen et al., 1993; Vanderhydenand Tonary, 
1995) 。 知 抗 氧 化 系统 不 能 清除 过 多 的 活性 氧 时 ， 
就 会 对 组 织 的 形态 和 功能 造成 改变 。 本 实验 结果 表 
明 , 家 在 在 添 食 NaF 后 ,生殖 腺 中 通过 SOD, CAT 和 
GSH-Px 等 抗 氧化 解毒 酶 的 联合 作用 ,能 够 对 NaF 























































































































产生 的 活性 氧 进 行 清除 ,这 可 能 是 家 乍 等 鳞 翅 目 昆 
虫 对 不 良 环 境 和 防止 中 毒 的 一 种 适应 性 反应 (Qujed 
et al., 2004) 。 随 着 NaF 添 食 浓度 的 增加 ,家 乍 生殖 
腺 中 的 MDA 含量 呈现 升 高 的 趋势 ,并 表现 出 明显 
的 剂量 -效应 关系 。 脂 质 过 氧化 后 可 形成 MDA , 它 
能 与 蛋白 质 、 核 酸 、 脂 类 及 糖 类 发 生 交 联 ,使 生物 膜 
变性 而 影响 其 功能 ,进而 造成 细胞 损伤 ( 袁 红 霞 ， 
2013)。 因 此 可 以 推测 脂 质 过 氧化 是 造成 家 看 生殖 
细胞 结构 损伤 的 一 个 原因 。 这 一 现象 与 氟 对 大 鼠 氧 
化 系统 与 抗 氧化 系统 损伤 的 研究 结果 一 致 (Cuney 
et al.，2007; Altmtas et al.，2010; 肖 跃 海 等 ， 
2011) 。 随 着 NaF 添 食 浓 度 的 增加 , 肉 、 雄 家 和 看 生殖 
腺 中 SOD 和 CAT 酶 活性 都 表现 出 先 升 高 后 下 降 的 
趋势 ,是 二 者 变化 均 保 持 一 致 ,这 也 体现 了 两 者 作为 
保护 酶 系统 成 员 的 协同 性 。SOD 酶 是 一 种 底 物 诱 
导 酶 ,其 活性 与 自由 基 的 生成 量 相关 , 当 机 体 在 氟 暴 
露 下 就 会 产生 自由 基 , 从 而 诱导 细胞 SOD 酶 活性 增 
加 以 清除 自由 基 , 但 如 果 自 由 基 的 量 高 于 机 体 对 其 
清除 的 能 力 , SOD 酶 活性 的 升 高 就 会 受到 抑制 ( 囊 
红 霞 , 2013 ) 。 较 低 浓度 (25 ~ 100 mg/L) NaF 添 食 
组 中 ,上 峻 、 雄 家 看 5 龄 幼虫 生殖 腺 的 SOD 和 CAT 活 
性 都 比 对 照 组 有 显著 升 高 , 而 当家 看 在 添 食 200 
mg/L 的 较 高 NaF 浓度 下 ,SOD 和 CAT 活性 都 开始 
受到 抑制 。 实 验 表明 , 随 着 NaF 浓度 的 增加 ,SOD 
与 CAT 酶 活性 会 应 激 性 提高 ;但 超过 其 耐性 阔 值 
时 , 脂 质 过 氧化 MDA 增加 ,SOD 与 CAT 酶 活性 就 会 
逐渐 下 降 。 不 同性 别家 看 在 添 食 NaF 后 ,雄性 较 肉 
性 的 SOD 和 CAT 酶 活性 在 更 低 浓度 下 相 比 对 照 具 
有 显著 性 差异 ,表明 雄性 生殖 腺 比 雌 性 生殖 腺 对 
NaF 更 为 敏感 。 

GSH-Px 是 催化 GSH 与 H,0, 反应 的 特异 性 酶 ， 
能 清除 H,0, 和 脂 质 过 氧化 物 ,起 到 保护 细胞 膜 结 
构 和 功能 完整 的 作用 (Meister and Anderson， 
1983 ) 。 家 乍 生殖 腺 抗 氧化 防御 系统 的 CSH-Px 酶 
活性 对 NaF 较 敏 感 , 雌 、 雄 个 体 的 生殖 腺 中 都 有 显 
著 的 变化 。 不 同 于 SOD 和 CAT ,在 200 mg/L 的 较 
高 NaF 暴露 下 , 雌 、 雄 家 和 蛋 生 殖 腺 中 CSH-Px 酶 活性 
没有 降低 , 对 分 解 机 体内 H,0, 起 到 了 主要 作用 。 
有 关 氟 化 物 对 生物 体 CSH-Px 作用 的 研究 已 较 多 ， 
但 大 多 数 的 文章 (人 徐 辉 等 ，2004; Bouaziz et al.， 
2007; Jhala et al.，2008 ) 报道 气 中 毒 后 抗 氧化 酶 
GSH-Px 的 活性 降低 。 然 而 ,我 们 的 实验 结果 表明 ， 
家 看 生殖 腺 中 GSH-Px 活性 的 增强 与 清除 NaF 引起 
的 H0, 的 伤害 有 关 ,GSH-Px 在 保护 家 看 生殖 腺 免 
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于 NaF 的 毒害 中 具有 显著 作用 。 

机 体 在 遭受 外 源 物 胁迫 后 ,其 抗 氧 化 酶 活性 的 
变化 都 要 经 历 细胞 内 酶 基因 的 活化 .mRNA 的 转录 
调控 以 及 蛋白质 的 翻译 合成 等 一 系列 复杂 过 程 。 有 
研究 发 现 受 外 源 物 干扰 时 生物 体内 抗 氧化 酶 SOD ， 
CAT 和 GSH-Px 酶 活性 及 其 基因 mRNA 的 转录 水 平 
显示 一 致 (Kim ei al., 2011) ,但 较 多 研究 表明 这 些 
抗 氧化 酶 酶 活性 及 其 基因 mRNA 转录 水 平 并 不 同 
步 ( Hansen et al.，2006; Nair et al., 2011)。 我 们 的 
研究 表明 , 雌 、 雄 家 盔 体 内 3 种 抗 氧化 酶 对 NaF 都 
比较 敏感 , 添 食 NaF 后 sod 基因 相对 mRNA 的 转录 
水 平 与 其 酶 活性 的 变化 没有 显著 相关 性 ,提示 家 看 
生殖 腺 中 的 抗 氧化 保护 酶 SOD 活性 的 变化 不 仅仅 
是 依靠 基因 转录 水 平和 蛋白 质 翻译 合成 调控 的 。 也 
可 能 是 SOD 存在 很 多 同 工 酶 , 酶 活性 的 测定 并 不 具 
备 实 时 定量 分 析 的 特异 性 ( 袁 红 霞 等 ,2014) 。 而 
CAT 和 CSH-Fx 酶 活性 变化 与 其 基因 mRNA 的 转录 
水 平 变化 具有 显著 相关 性 ,表明 NaF 通过 影响 cat 
和 gsh-px 基因 转录 影响 相应 酶 蛋白 质 翻译 活性 ,对 
家 乍 生殖 腺 具有 深度 毒害 作用 。 

3.3 结论 

NaF 能 造成 家 看 幼虫 精 巢 和 卵巢 的 组 织 形 态 发 
生变 化 ;并 且 能 使 生殖 腺 中 的 脂 质 过 氧化 加 剧 , 抗 氧 
化 酶 活性 及 其 相关 基因 的 mRNA 的 转录 水 平 发 生 
改变 ,从 而 引起 生殖 腺 中 抗 氧化 系统 宁 乱 ,发 生 氧 化 
应 激 反 应 。 比 较 肉 、 雄 个 体 差 异 , 发 现 雄 性 生殖 腺 对 
NaF 更 为 敏感 。 
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